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SUMMARY
The seeds treated with. gibberellin 10-6 M have RNA and protein levels higher than those of
control seeds and have a greater germinative capacity.
The kinetin 10-6 M increases the RNA levels mainly of the poly A+RNA fraction and of the seed
proteins, which will have higher levels than the control seeds and than those treated with
gibberellin. The kinetin treatment will give the higher germinative capacity.
Gibberellin and kinetin treatments stimulate the primary metabolism but they do not stimulate
the secondary metabolism, because the control seeds have higher nicotine levels than the treated
seeds.
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INTRODUCCIO
L'origen de quasi totes les substancies
utilitzades com a medicament es troba en
la planta. Algunes d'aquestes, ja caracte-
ritzades son facils de sintetitzar i s'obtenen
al laboratori, pero d'altres, degut a la seva
complexitat, no resulta economicament
rendible la seva sintesi. Per aixo, nova-
ment, es torna a la planta de la que s'ex-
treuen els principis actius medicamento-
sos, ja sigui directament o be despres
d'establir un cultiu de teixits, amb l'objec-
tiu d'enriquir el substrat en la substancia
activa.
La germinacio es un proces aparentment
senzill del que encara queden per aclarir
importants aspectes en relacio amb les
causes de la perdua de viabilitat de les
llavors, dels factors que I'indueixen a ini-
ciar la germinacio i les bases per les que
llavors aparentment iguals mostren dife-
rencies en el seu creixement. Diversos au-
tors atribueixen aquests fets als canvis me-
tabolics experimentats per les llavors du-
rant el seu estat de repos i germinacio.
Moltes plantes farmacologicament inte-
ressants, son tropicals i les sever Ilavors
tenen una baixa capacitat germinativa.
Aquest fet ens ha induit a intentar millorar
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el vigor de les llavors sotmetent-les a trac-
taments hormonals per observar els efectes
d'aquests tractaments vigoritzants sobre el
metabolisme nitrogenat (acids nucleics,
proteines i alcaloides).
RAUMOVA i colab., en 1978 (13), varen
tractar amb hormones llavors embegudes
amb aigua, i observaren en les tractades
amb quinetina un marcat estimul de la
germinacio, acompanyat d'un augment
dels nivells de RNA. STRUGALA i BUCHO-
wlCZ (17) varen observar en embrions de
blat durant la germinacio un augment de
DNA, encara que retardat amb relacio al
augment observat tambe, de RNA.
KHAN (9) va proposar que la quinetina
actuava neutralitzant 1'efecte de les subs-
tancies inhibidores que es podrien haver
acumulat durant 1'estat de repos i d'imbi-
bicio. El nostre equip d'investigacio ha
aconseguit demostrar recentment que les
llavors de Vicia faba, sense capacitat per
germinar, si s'embevien amb una solucio
de quinetina 10-2 M, eren induides a ini-
ciar la germinacio. KHAN i TAO (10) van
observar que dilucions de quinetina de 20
a 50 pM activaven la germinacio encara
que en diferents graus.
VAN DER WALLE I colab. (20) van obser-
var un augment de mRNA i la formacio de
polisomes en les llavors germinades rota la
influencia de quinetina. L'efecte hormonal
mes universal sobre la germinacio es deu a
la gibberel•lina, la qual es capac d'anul•lar
1'efecte inhibidor degut a la manca de trac-
tament termic, de post-maduracio i llumi-
nos.
En aquest treball s'estudia I'efecte de la
gibberel•lina 10-6 M i quinetina 10 -° M so-
bre la capacitat germinativa de llavors de
Nicotiana tabacum, al mateix temps que
estudiem les seves repercussions sobre el
metabolisme nitrogenat en fraccions pri-
maries i secundaries.
MATERIAL I METODES
L'experiment es va realitzar amb llavors
de Nicotina rustica de la collita de I'any
anterior en els nostres cultius.
Per desenvolupar aquesta investigacio
s'han utilitzat els seguents metodes ja com-
provats i estandarditzats en el nostre de-
partament.
Analisi d 'acids nucleics
Els acids nucleics s'extreuen, segons
BYRNE i SETTEFIELD ( 4) amb Una solucio
TAULA I
Capacitat germinativa
CONTROL GA 10',11 O ]()'.If
Dies N." llavors N." flavors capaces N." Ilavors N." flavors capaces N." llavors N." flavors capaces
germinades de germinar germinades de gerininar germinades de germinar
i continuar i cominuar i cominuar
el crei.ve,nent el crei.vement el creixe,nent
lra4t 0 0 0 0 0 0
5e 42 42 60 60 0 0
6e 274 274 503 503 590 590
7e 330 282 337 293 365 328
8e
Succes-
120 0 30 0 5 0
sius 0 0 0 0 0 0
Total 766 598 930 856 960 918
76,6 59,8 93,0 85,6 96,0 91,8
GA = Gibberel lina
Q = Quinetina
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tamponada a pH 9 a la qual s'afegeix un
volum igual de fenol-cloroform. Els extrets
se centrifuguen i es reextreuen dues vega-
des mes, separant cada vegada les fases
aquoses, a les que s'hi afegeix 2.5 volums
d'etanol i es guarden 24 h a -20 V. Se
centrifuga a 20.000 rpm i en el residu res-
ten el RNA i el DNA.
El RNA s'hidrolitza amb KOH 0,4 N
durant 24 hores a 37 'C segons OGUR i
ROSEN (12), i despres de neutralitzar amb
HCl 0,5 N i clarificar la solucio, es llegeix
I'absorcio a 260 nm i es compara amb una
corba patro. El DNA no queda hidrolitzat
per KOH i resta insoluble. El residu s'hi-
drolitza amb HC 104 2N a 70 'C durant
Una hora, segons MAYER i POLJAKOFF-
MAYBER (1 1). Seguidament es realitza una
reaccio vermellejada segons el metode de
SCHNEIDER (14) modificat per BUR-
TON (3), i es llegeix 1'absorci6 a 600 nm
comparant-la amb una corba patro. Els ex-
trets per al fraccionament del RNA i RNA
poliA' s'obtenen per el metode de BYRNE i
SETTEFIELD (4). Els residus obtinguts des-
pres de la centrifugacio abans exposada es
tracten amb LiC 1 2N, per dissoldre el
DNA i es centrifuguen a 20.000 rpm du-
rant 15 minuts. El residu obtingut per cen-
trifugacio es renta amb etanol, es porta a
sequetat en una estufa de buit, es dissol en
tampo pH 7.6 i es cromatografia en oligo-
dT-cel-lulosa, segons VAN DER WALLE I
BERNIER (19). S'obtenen aixi dues frac-
cions: RNA poliA- i RNA poliA'.
Les fraccions obtingudes per cromato-
grafia es precipiten amb 2,5 volums d'eta-
nol a -20 'C durant 24 hores. Se centrifu-
gan a 20.000 rpm i el residu es porta a
sequetat a una estufa de buit i es dissol
amb aigua. Es mesura l'absorcio a 260 nm
i es compara amb una corba patro.
Extraccio de la fraccio proteica
Es va realitzar segons el metode de VAN
LooN i VAN KAMEN (18) amb algunes mo-
dificacions. Es tritura el material vegetal
fresc en un morter de vidre envoltat de gel.
Es va homogeneitzant amb una solucio de
Tris-HC 1 0,5 M, acid ascorbic 0,1 % i
HC1-cisteina 0,1 % a pH 8. L'homoge-
neTtzat es deixa en maceracib durant 24
hores en cambra frigorifica (0-4 'C). Passat
aquest temps se sotmet a centrifugacio a
1.000g durant 10 minuts, separant el so-
brenedant, el qual es torna a centrifugar a
5.000 g durant 20 minuts. Se separa el so-
brenedant i al residu se li afegeix solucio
amortidora per extreure la possible protei-
na soluble que encara resta en ella. Es tor-
na a centrifugar a 5.000 g durant 20 mi-
nuts i el sobrenedant es reuneix amb el
obtingut abans i se centrifuga a 15.000 g
durant 15 minuts. Se separa el sobrene-
dant i es torna a centrifugar a 30.000 g, i el
sobrenedant es fa servir per a les analisis
de proteIna soluble.
Determinacio de proteines
La determinacio de proteines es va rea-
litzar pel metode de BRADFORD (2). La so-
lucio problema es dilueix convenientment;
1,6 ml d'aquesta solucio es tracten amb
0,4 ml de reactiu de Bradford i la reaccio
es llegeix a 1'espectrofot6metre a 595 nm
despres de 2 minuts de produir-se i abans
d'una hora.
Determinacio de nicotina
Per a la determinacio d'aquest alcaloide
es va usar el metode de WERLE i BEC-
KER (21). Un volum determinat d'homoge-
neitzat es porta a sequedat. El residu es
posa en un matras per a destil•lacio en
corrent de vapor, junt amb 15 ml de solu-
cio de carbonat sodic a saturac16 amb clo-
rur sodic. S'aconsegueix en aquestes condi-
cions que la nicotina destil-li a 180 'C
arrossegada per vapor d'aigua. El destil-lat
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es recull en una proveta que conte 2 ml de
soluci6 d'anilina al 10 % amb tamp6 fosfat
a pH 6,1. Es destil•la fins arribar a un total
de 9 ml, es a dir es recullen 7 ml de destil-
lat. S'afegeix als 9 ml, I ml de solucio de
BrCN al 10 % i es llegeix a 259 nm.
RESULTATS I DISCUSSIO
Capacitat germinativa
dades trobades per nosaltres, per a altres
llavors, com Triticuln o Lupinus, les Ila-
vors que germinaven el 7e dia, tenien dife-
rents comportaments, ja que el 87,5 % de
les germinades en aigua, el 86,9 % de les
germinades amb gibberel•lina 10-6 M i el
89,9 % de les germinades amb quinetina
10-6 M continuen el creixement. Aquest fet
augmentava les diferencies entre les capa-
citate germinatives de les llavors control i
les tractades.
Les Ilavors control van iniciar la germi-
naci6 des de el 5e dia de sembrades fins el
8e, no observant-se cap germinacio en dies
posteriors tot i mantenint les llavors en
conditions id6nies durant 10 dies mes.
Les llavors que van germinar sobre solu-
cio de gibberel•lina 10-6 M mostraren una
velocitat de germinacio semblant a la de
les llavors control, pero s'observa un aug-
ment significatiu de la seva capacitat ger-
minativa (Taula I).
L'ad1c16 de quinetina 10-6 M al substrat
de germinacio de les llavors de Nicotiana
tabacum, exerci un efecte quelcom dife-
rent. Les llavors manifestaren un petit re-
tard en la iniciacio del proces de germina-
cio, ja que el 5e dia despres de sembrades
no havien germinat tot i que aquest tracta-
ment hormonal va induir un mes gran aug-
ment de la capacitat germinativa de Nico-
tiana tabacum (Taula I).
Es destacable que les Ilavors embegudes
en quinetina mostraven una menor elonga-
ci6 els primers dies de creixement. Aquest
fenomen es podria explicar per que la qui-
netina afegida ex6genament inhibeix el
creixement de l'arrel (6) i el primer signe
visible de la germinaci6 es 1'emergencia
radical. L'augment real de la capacitat ger-
minativa es superior al que indiquen per-
centatges de germinacio, puix que cap de
les llavors germinades al 8e dia, ja sigui en
condicions control o activades per hormo-
nes, continuen el seu creixement amb pos-
terioritat. Tot i aixi, a diferencia de les
Contingut de RNA
Les Ilavors control de Nicotiana taba-
cum encara no germinades mostraven un
contingut en RNA que seguia un curs as-
cendent els 3 primers dies; aix6 sembla in-
dicar sintesi de RNA anterior a I'aparici6
dell primers signer visibles de la germina-
cio. DATTA i colab. (5) arribaren a conclu-
sions semblants treballant amb diferents
especies de dicotiled6nies.
A partir del 5e dia, es poden observar
augments altament significatius en els con-
tinguts de RNA en les llavors germinants,
contrariament , en les llavors no germi-
nants es va observar nivells mes baixos en
RNA fins el final del experiment (Tau-
la II).
Els continguts en RNA en les llavors
germinants sobre gibberel • lina 10-6 M i so-
bre quinetina I0-6 M mostraven un curs
semblant al de les llavors control (Tau-
la II). Els continguts de RNA van augmen-
tar abans de comencar la germinacio i
sempre van esser de l'ordre: quinetina >
gibberel • lina > control.
Les llavors germinades el 5e dia sobre
gibberel•lina 10-6 M mostraren nivells sig-
nificativament mes alts que els de les plan-
tes control.
Els nivells assolits per les llavors germi-
nades en soluci6 de quinetina 10 6 M eren
significativament mes alts que els obtin-
guts en les plantes control , tot i que cren
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tant mes petits com mes gran era el retard
en la germinacio.
H(x'K en 1984 (7) ja va observar que els
tractaments hormonals tenien menys accio
sobre les Ilavors que mostraven deficient
capacitat germinativa.
Contingut de DNA
Les llavors control 1 germinades sobre
gibberel'lina 10-6 M o sobre quinetina 10-6
M tenien nivells de DNA similars que aug-
mentaven significativament en manifestar-
se els primers signes de la germinacio
(emergencia de la radicula). Els nivells de
DNA eren semblants per a tots els tracta-
ments, independentment del dia de germi-
nacio (Taula I1).
Els nivells de DNA, ja siguin de Ies lla-
vors control o sotmeses a tractaments hor-
monals, eren significativament mes grans
en les llavors germinades que en les no ger-
minades.
Contingut en RNA poli A+
Tal com es pot observar en la Taula III,
els nivells de RNA poliA* en les llavors de
Nicotiana tabacum no germinades tant a
les proves control com sotmeses a tracta-
ments eren baixos, encara que els nivells
de RNA poliA' de les llavors tractades
amb quinetina 10-6 M eren sempre supe-
riors als de les llavors control.
Les llavors germinades posseien nivells
de RNA poliA' molt superiors als de les
llavors no germinades. Les llavors sotme-
ses a tractament de gibberel•lina 10-IM
posseien nivells similars als de les llavors
control, mentre que les tractades amb qui-
netina 10-6 M posseien nivells superiors de
RNA poliA+ (Taula III).
Aquesta dada confirma les observations
de VAN DER WALE i colab. (20), 1 les
diferencies significatives existents entre els
nivells de RNA de les plantes control i les
sotmeses a quinetina semblen degudes es-
sencialment al RNA poliA+
Contingut de proteines
Les llavors germinades en conditions
control experimentaven un augment en el
seu contingut en proteines del 23 % en pas-
sar de no germinades a germinades. Els
nivells obtinguts, amb excepcio del vuite
dia, son mes petits com mes gran es el
retard en la germinacio (Taula IV).
TAULA II
Nivells d'acids nucleics (µg/flavor)
(0.V I ROL GA 101.1f Q 10".t1
RA.I DA,I RV I DA'. I RA.I DNA
Dies f +
lr - 2,35 - 0,29 - 2,94 - 0,26 - 3,84 - 0,27
2n - 2,55 - 0,27 - 2,47 - 0,22 - 5,10 - 0,32
3r - 4,64 - 0,24 - 7,52 - 0,38 - 11,84 - 0,32
4t - 12,41 - 0,27 - 28,66 - 0,36 - 24,92 - 0,25
5e 59,08 2,85 0,42 0,13 65,39 11,05 0,41 0,16 - 47,64 - 0,29
6e 57,29 3,55 0,38 0,16 53,40 12,35 0,38 0,15 69,80 11,81 0,36 0,15
7e 53,51 4,00 0,38 0,14 53,54 8.15 0,38 0,14 54,66 12,13 0,41 0,13
8e 37,80 2,40 0,38 0,15 38,75 5,96 0,37 0,10 48,43 9,64 0,38 0,10
9e - 9,43 - 0,15 - 3,90 - 0,11 - 6,01 - 0,11
10& - 9,27 - 0,11 - 8,67 - 0,11 - 9,22 - 0,09
i = Llavors germinades
= Llavors no germinades
GA - Gibbercl-lina
Q - Quinetina
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TAULA III
Nivells de RNA poliA + i RNA poll - ( expressats en pg/ flavor)
CONTROL (;A 101.1f Q 101M
RNA poll A
Dies
RNA poll A' RNA poli A RNA poll i RNA poll A RNA poll A'
2n 1,83 0,41 2,37 0,46 4,00 0,79
4t 17,20 0,39 19,95 0,52 32,45 3,60
5e 46,23 1,90 8,70 0,28 50,00 11,45 8,56 0,45 14,55 2,80
6e 44,30 2,40 8,70 0,40 49,40 12,42 8,57 0,42 56,01 9, 76 13,11 2,60
7e 42,00 3,80 8,00 0,31 45,80 12,64 8,58 0,41 43,00 7, 50 10,85 0,80
8e 29,07 4,40 6,40 0,38 28,00 10,81 7,49 0,40 34,11 10,00 8,60 0,85
9e 3,90 0,28 9,64 0,38 11,65 0,80
10& 4,80 0,28 7,77 0,24 10,10 0,65
+= Llavors germinades
= Llavors no germinades
GA - Gibberel lina
Q - Quinctina
TAULA IV
Valors de proteines i nicotina (expressats en mg/g pes sec)
Control
l'R01 LlNF.S
Gibberel Tina Quine t ina Control
N/CO/IN.I
Gibberellina Qui ner ina
Jr 99,10 189,90 342,90 0,35 0,14 0,06
2n 95,40 184,40 341,80 0,41 0,20 0,19
3r 95,15 183,15 330,99 0,44 0,29 0,35
4t 93,12 180,12 320,18 0,48 0,50 0,29 0,32 0,35
5e 128,42 89,42 236,61 174,15 310,88 0,51 0,54 0,30 0,34 0,33
6e 125,31 89,31 226,40 170,74 344,00 291,15 0,53 0,56 0,34 0,35 0,30 0,32
7e 117,11 86,40 216,51 171,15 327,32 270,49 0,56 0,60 0,39 0,40 0,28 0,32
8e 117,20 80,66 196,01 144,91 316,30 266,66 0,64 0,70 0,40 0,44 0,28 0,31
9e 110,54 64,72 190,02 140,66 287,00 254,15 0,65 0,79 0,41 0,44 0,31 0,31
10e 111,13 57,50 190,00 136,72 170,00 210,44 0,65 0,79 0,42 0,45 0,33 0,30
+ = Llavors germinades
= Llavors no germinades
El tractament hormonal provoca una
resposta activadora de la sintesi de protei-
nes i per aixo les Llavors germinades sobre
gibberel•lina 10-6 M experimenten un aug-
ment en el nivell de proteines del 35 % en
front de les Llavors no germinades. Aquest
fet va esser constatat per altres investiga-
dors con AKAZAWA i MIYATA (1) ja el
1982. Es destacable que els nivells de pro-
teines son mes petits com mes gran es el
retard en la germinacio.
Amb quinetina 10-6 M s'obtenen efectes
mes marcats, ja que provoca un augment
en els nivells de proteines, en passar les
Llavors de no germinades a germinades, del
50 %, i de manera semblant amb els resul-
tats de la gibberel.lina, els nivells son taut
mes petits com major es el retard en la ger-
minacio.
Es destacable el fet que les Llavors no
tractades amb gibberel•lina 10-6 M i quine-
tina 10-6 M no germinants tenien valors de
proteines superiors als de les Llavors con-
trol germinants.
Ja SEN i OSBORNE en 1977 (15 ), intenta-
ren relacionar en embrions de segol les
diferencies de viabilitat amb la capacitat
de sintesi de proteines i trobaren que els
embrions amb alta capacitat germinativa
eren capacos de transcriure totes les espe-
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ties de RNA d'alt pes molecular i tambe
de traduir-los, pero les Ilavors de baixa
capacitat germinativa no eren capaces de
transcriure tots els RNA d'elevat pes mole-
cular i per aixo la sintesi de proteines es
baixa. SPIEGEL i MARCUS (16) demostra-
ren tambe en segol que les llavors sense
capacitat germinativa son capacos de sin-
tetitzar RNA de baix pes molecular, pero
tenien molt poca capacitat de sintesi de
proteines.
Estudis realitzats per JONES i JACOB-
SEN (8) sobre la qualitat de les proteines
semblen demostrar que proteines enzima-
tiques i no enzimatiques sorgien de mane-
ra simultania, pero no s'aconseguia demos-
trar si la hormona que influeix en aquests
procesos es la gibberel•lina o es deu a inte-
raccions hormonals.
Contingut de nicotina
Segons pot observar-se en la Taula IV,
els nivells de nicotina, expressats en mg
per g de pes sec de les Ilavors control aug-
mentaven en el curs de I'expericncia, mos-
trant-se sempre inferiors en les llavors ger-
minades que en les no germinades. Aquest
fet semblava indicar que les llavors germi-
nants utilitzaven les seves reserves per a la
sintesi de substancies primaries (proteines
i acids nucleics) necessaries per al creixe-
ment, mentre que les Ilavors que no tenien
signes de germinacio, en no requerir subs-
tancies primaries per al seu creixement,
utilitzaven les reserves per a la sintesi de
metabolits secundaris.
Les llavors tractades amb gibberel•lina,
ja siguin germinades o no, presentaven un
comportament similar al de les llavors
control, tot i que els nivells d'alcaloides
obtinguts per les llavors son inferiors, en
tots els casos, al de les plantes control.
Es destacable el baix contingut alcaloi-
die existent en les llavors tractades amb
quinetina el primer dia despres de sotme-
tre-les a conditions idonies per a la germi-
nacio. Sembla evident que la sintesi d'alca-
loides queda inhibida per afavorir la for-
macio d'acids nucleics i proteines que
porten a la germinacio i el posterior creixe-
ment. Tambe es destacable el fet que els
nivells de nicotina en les Ilavors tractades
amb quinetina 10-6 M augmentaven fins el
tercer dia i es mantenien el quart dia, per
disminuir despres fins al final de 1'experi-
ment. Aquest fet podria explicar-se perque
la quinetina indueix a germinar llavors vi-
ves pero amb metabolisme lent.
Amb una visio general, les llavors, degut
al tractament hormonal augmentaven la
capacitat germinativa i el seu contingut en
substancies primaries, pero disminuien en
el contingut en substancies secundaries.
Tot i que aquests fets no induien a que les
plantes resultants d'aquesta germinacio
millorada estiguessin mancades en el de-
curs del seu desenvolupament de capacitat
per la sintesi d'alcaloides.
Creiem, per tant, que el tractament hor-
monal podria ajudar a l'obtencio de plan-
tes per al seu aprofitament en la formacio
de substancies farmacologicament actives.
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